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(57) Abstract 



The invention concerns a thermolabile enzyme having uracil-DNA-glycosylase activity and characterized in particular by a high 
degree of purity, short half-life times and a content of less than 2 % contaminating foreign activities. The invention further concerns a 
process for preparing this enzyme and its use for removing the base uracil from DNA. in particular uracil -containing PCR products. The 
enzyme can be obtained from Gram-positive microorganisms such as, for example, Arthrobacter or Micrococcus. 

(57) Zusammenfassung 

Thermolabiles Enzym mit Uracil-DNA-GJykosylase-Aktivitat, das sich insbesondere durch einen hohen Reinheitsgrad. kurze 
Halbwertszeiten und einen Gehalt an Kontaminierenden Fremdaktivitfiten von weniger als 2 % auszeichnet, ein Verfahren zu dessen 
Gewinnung sowie dessen Verwendung zur Entfemung der Base Uracil aus DNA, insbesondere uracilhaltiger PCR-Produkte. Das Enzym 
ist aus Gram-positiven Mikroorganismen wie z.B. Arthrobacter oder Micrococcus erhaltlich. 
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Thermolabile UracH-DNA-Gl vkosvlase. Verfahren zu deren Herstellung und Ver- 
wendung zur Entfernung von Uracil aus DNA 



Die Erfindung betrifit ein thermolabiles (hitzelabiles) Enzym mit Uracil-DNA-Glykosy- 
lase-Aktivit&t, ein Verfahren zur Gewinnung des Enzyms aus Gramm-positiven Mikro- 
organismen sowie ein verbessertes Verfahren zum Nachweis bzw. Entfernung von Uracil 
aus uracilhaltiger DNA, insbesondere aus DNA-Fragmenten, die nach spezifischer 
Amplifikation (z.B. PCR) erhalten werden. 

Uracil-DNA-Glykosylasen (UNG; EG 3.2.2.3) sind weit verbreitete, hochkonserviene 
und extrem spezifische DNA-Reparaturenzyme. Ihre biologische Funktion ist die spezi- 
fische Entfernung der Base Uracil aus DNA. Uracil kann in DNA durch die spontane De- 
aniinierung von Cytosin, oder durch die Miflincorporation von dUTP wahrend der DNA- 
Synthese entstehen. Deaminierung von Cytosin fuhrt zu promutagenen U:G Falschpaa- 
mngen, die, wenn sie nicht korrigiert werden, zu Transitions-Mutationen in der nachsten 
Runde der DNA-Synthese fiihren (Lindahl, T. (1993) Nature 362, 709-715). 

UNGs werden insbesondere im Rahmen der PCR-Technologie bei der Dekontaminierung 
von PCR-Ansatzen verwendet Die sogenannte " cany-over" -Kontaminierung von PCR- 
Ansfitzen durch arnplifizierte Target-DNA kann zu falsch-positiven Resultaten fiihren. Die 
H carry-over"-Kontaminierung kann durch den Einbau von dUTP in alle PCR-Produkte 
(wobei dTTP durch dUTP ersetzt wird) und die Behandlung von fertig gemixten PCR- 
Reaktionen mit UNG, gefolgt von thermischer Inaktivierung der UNG, kontrolliert 
werden. UNG spaltet dabei Uracil aus alien uracilhaltigen DNAs t hat jedoch keinen Effekt 
auf natiirliche (d.h. Ziel-)DNA. Die entstehenden abasischen Stellen blockieren die 
Replikation der DNA durch DNA-Polymerasen. Durch diese M carry-over-prevention M - 
Technologie kann verhindert werden, daB PCR-Produkte aus resultierenden PCRs durch 
Kontamination zu falsch-positiven Resultaten fiihren konnen (Longo et al. (1990) Gene 
93, 125-128). Fur diese Methode wird heute in der Regel eine UNG aus E. coli verwendet 
(WO 92/0181, EP 0 415 755). Auch die entsprechende Verwendung von UNGs fur die 
isothermale Amplifikation ist beschrieben (EP 0 624 643). 



Die meisten heute bekannten UNGs zeigen eine ausreichend hohe Spezifitat for die effi- 
ziente Spaltung von Uracil aus Einzel- und Doppelstrang-DNA und sind somit prinzipiell 
zur Optimierung spezifischer Amplifikationsverfahren venvendbar. Die UNGs zeigen 
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dagegen keine Aktivitat gegenuber anderen, "normalen" DNA-Basen oder gegeniiber 
Uracil in RN A. 

Eine Reihe von UNGs, isoliert aus prokaryotischen und eukaryotischen Organismen sowie 
einige viralen Ursprungs, sind beschrieben. Mikrobielle UNGs sind insbesondere aus E. 
coli (T. Lindahl, PNAS .21 (9), 3649-3653 (1974); Lindahl et al., J. Biol Chem. 252(10). 
3286-3294 (1977)), Bacillus subtilis (Cone ct al., Biochemistry J6 (14), 3194-3201 
(1977)), Bacillus stearothermophilus (Kaboev et al., FEBS Letters 132 (2), 337-340 
(1981)), Thermothrix thiopara (Kaboev et al M J. Bacteriology 164 (1), 421-424 (1985)) 
und Micrococcus hiteus (Leblanc et al., J. Biol. Chem. 252 (7), 3477-3483 (1982) be- 
kannt. Daruber hinaus sind eine UNG vom Menschen (Krokan et al., Nucl. Acid Res. 9 
(11), 2599-2613 (1981) und einige UNGs viralen Ursprungs beschrieben. Des weiteren ist 
die strukturelle Basis fur die Spezifitat und Katalyse der UNG seit kurzem geklart (Sawa 
et al., Nature 373, 487-493 (1995); Mol et al., Cell 80, 869-878 (1995)). 

Fur die Anwendung fur die "cany-over-prevention"-Methode im Rahmen von Ampli- 
fikationsverfahren, wie z.B. der PCR, genugen die meisten UNGs jedoch aufgrund ihres 
mangelnden Reinheitsgrads bzw. anderer Eigenschaften, insbesondere zu geringen 
Thermolabilit&t nicht den Anforderungen. So wird selbst nach drastischer Hitzeeinwir- 
kung, wie beispieisweise 10 Minuten, 95°C und anschlieBender PCR eine Restaktivitat an 
UNG nachgewiesen (Thornton et al., BioTechniques 13 (2), 180-183 (1992)). Die 
Restaktivit&t an UNG, u.h. der weitere Abbau von uracilhaltigen PCR-Produkten wird 
routinem&Big in der Regel dadurch verhindert, dafl die entsprechenden Ans&tze nach der 
PCR-Reaktion bei hohen Temperaturen von ca, 70° bis 72°C weiter inkubiert werden. 
Zudem wurde beobachtet, daB die Lagerung des PCR-Ansatzes/des PCR-Produkts selbst 
bei ca. 4°C oft zum weiteren Abbau des PCR-Produktes fiihrt. Daher werden weit tiefere 
Temperaturen, wie ca. -20°C, fur die Lagerung und/oder die Inhibierung der Restaktivitat 
von UNG durch den Zusatz von Chloroform oder Phenol empfohlen. Daruber hinaus 
fuhrte die Suche nach besser geeigneten hitzelabilen Mutanten bisher nicht zum Ziel 
(Duncan et al., J. Bacteriology 134, (3), 1039-1045 (1978); WO 92/0181). 

Somit laBt sich die Aktivitat der derzeit zur Verfugung stehenden UNGs nicht vollstandig 
bzw. nur unter Anwendung zus&tzlicher, das gesamte Verfahren zusatzlich kompli- 
zierender MaBnahmen ausschalten. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war somit, ein Enzym mit Uracil-DNA-Glykosylase- 
Aktivitat zur Verfugung zu stellen, durch die die aus dem Stand der Technik bekannten 
Schwierigkeiten bei der Entfernung von Uracil aus DNA weitestgehend ausgeraumt bzw. 
vermieden werden konnen. 
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Die Aufgabe wird geldst durch ein thennolabiles Enzym mit Uracil-DNA-Glykosylase- 
Aktivit&t, welches bus Gramm-positiven Mikroorganismen mit einem Reinheitsgrad von 
mindestens 95% (SDS-Gel) erhaltlich ist und durch eine Halbwertszeit von weniger als 5 
Minuten bei 40°C und ungefflhr oder weniger als 2 Minuten bei 45°C charakterisiert ist. 
Neben Arthrobacter kommen hier insbesondere Mikroorganismen der Gattung Micro- 
coccus in Betracht. Besonders vortetlhaft hat sich erwiesen, wenn der Mikroorganismus 
DSM 10239 (BMTU 3346) als Enzymquelle verwendet wird. DSM 10239 ist bei der 
Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 
lb, D-38124 Braunschweig hinted egt. 

Die Reinigung des erfindungsgemaBen Enzyms erfolgt in der Regel unterhalb von ca. 
10°C, vorteilhafterweise bei ca. 4°C Zun&chst werden die Zellen durch dem Fachmann 
bekannte MaBnahmen aufgeschlossen; bevorzugt geschieht dies mechanisch mittels einer 
Hochdruckpresse oder eines Homogenisators. Anschlieflend werden die DNA-Bestand- 
teile abgetrennt, z.B. durch eine Polymin-Fallung. Der Uberstand wird zur weiteren Rei- 
nigung zunachst einer Hydroxyapatit-Chromatographie (z.B. Hydroxyapatit-Ultrogel) 
unterzogen, der eine Anionenaustauschchromatographie (bevorzugt an Q-Sepharose flf 
high load) und eine hydrophobe Interaktionschromatographie folgt. Letztere kann z.B. an 
Phenyl-Sepharose fF stattfinden. 

Im einzelnen wird fur die Reinigung des Enzyms wie folgt vorgegangen: 

Eine bestixnmte Menge Zellen werden in Form ihres Trockengewichts in gefrorenem Zu- 
stand mit einer niedrig konzentrierten, im pH-Bereich von ca. 7,2 bis 8,0 gut puffernden 
Substanz, wie z.B. PhosphatpufFer mit einem SH-Reagenz suspendiert Anschlieflend 
erfolgt zum AufschluB der Zellen eine Inkubation mit Lysozym; in der Regel sind hier 30 
Minuten bei ca. 4°C ausreichend. Der eigentliche Zellaufschlufl erfolgt mechanisch, 
beispielsweise mittels einer Hochdruckpresse oder eines Homogenisators. In der Regel 
wird ein AufschluBgrad von ca. 30% erreicht. 

Zur Abtrennung von Nukleinsaurebestandteilen werden diese unter nicht denaturierenden 
Bedingungen gefilllt. Insbesondere hat sich hier eine stufenweise Fallung mit einer ver- 
dunnten Polymin-Ldsung als geeignet erwiesen. Nach kurzer Inkubationsphase und Zen- 
trifugation wird der Uberstand vorteilhafterweise gegen die Pufferldsung dialysiert, die fur 
die Suspensierung der Biomasse verwendet worden ist. Es hat sich gezeigt, daB die 
Dialyse in der Regel nach ca. 16 Stunden abgeschlossen ist. Das Dialysat wird uber eine 
Hydroxyapatit-Ultrogelsaule aufgetrennt. In jedem Fall wird das entsprechende Chro- 
rnatdgraphie-Material zunachst mit der Ldsung, in der sich auch die aufeutrennende 
Fraktion befindet, aquilibriert. Die das Enzym enthaltene Fraktion wird mit einem linearen 
Gradienten von ca. 10 mM bis 1 M Pufferldsung, z.B. eines Phosphatpuffers bei ca. pH 
7,5 eluiert. Die vereinigten Fraktionen werden gegen eine bei ca. pH 8,0 puffemde 
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LGsung dialysiert. Als PuflFer ist hier beispielsweise Tris/HCl, aber auch Triethanolamine, 
N-Methyldiethanolamine oder andere organische bzw. anorganische PuflFer mit einer 
PuflFerkapazitat zwischen pH 7,8 bis 8,4 geeignet. Das vereinigte Dialysat wird auf eine 
mit dern Dialysat-PuflFer &quilibrierte Anionenaustauschersaule, wie beispielsweise Q- 
Sepharose flf high load aufgetragen und mit einem Iinearen Gradienten mit steigenden 
Konzentrationen Natriumchlorid eluiert. Die vereinigten Eluatfraktionen werden mit 
Ammoniumsulfat versetzt (Endkonzentration: 1,3 M) und auf ein hydrophobes Siu- 
lenmaterial aufgetragen. Als Saulenmaterial hat sich hier besonders Phenylsepharose flFals 
geeignet erwiesen. Das Saulenmaterial wird mit PuflFer, beispielsweise Kaliumphosphat- 
PuflFer enthaltend zusatzlich insbesondere ca. 1 M Ammoniumsulfat aquilibriert. Nach 
Beladung des Sftulenmaterials wird mit einem Iinearen Gradienten enthaltend steigende 
Mengen an Glycerin bei pH ca. 6,0 eluiert. Die entsprechende Enzymaktivit&t 
aufweisenden Fraktionen werden vereinigt und gegen ein geeignetes PuflFersystem, wel- 
ches mindestens 100 mM Natriumchlorid und mindestens 40% Glycerin enthalt dialysiert. 
Dieser DialysepuflFer hat sich gleichfalls als Lagerpufifer fur das Enzym als geeignet 
erwiesen, wenn die Mischung aus ca. 10 bis 250 mM einer im schwach alkalischen pH- 
Bereich puflFemder Substanz, wie beispielsweise Hepes, Tris oder Triethanolamin, ca. 0,1 
bis 5 mM eines organischen Komplexbildners wie beispielsweise EDTA, eines SH- 
Gruppen stabilisierenden bzw. SS-Gruppen reduzierenden Agenzes in einer Konzentration 
von ca. 0,5 bis 5,0 mM, 200 bis 350 mM Natriumchlorid und ca. 45 bis 55% Glycerin 
aufweist. Als ganz besonders vorteilhaft fur die Lagerung hat sich eine entsprechende 
Mischung erwiesen, die ca. 300 mM Natriumchlorid so wie ca. 50% (v/v) Glycerin so wie 
gegebenenfalls ca. 0,1 bis 5,0 mg/ml Rinderserumalbumin enthalt. Das UNG-Enzym kann 
in einem solchen PuflFer zwischen ca. +4° und -20°C bis zu einem Jahr aufbewahrt werden, 
ohne daB ein merklicher Aktivitfitsveriust festzustellen ist. 

Das Enzym kann mit dem erfindungsgemaQen Verfahren mit einem Reinheitsgrad von 
mindestens 95% (SDS-PAGE) erhalten werden. Das auf diese Weise isolierte Enzym 
besitzt mindestens eine spezifische Aktiviut von 5xl0 4 Units/mg bei einem 
Temperaturoptimum von ca. 37 °C und einem pH-Optimum von ca. pH 6.5. Das 
apparente Molekulargewicht des Enzyms liegt zwischen 23000 und 24000, bei ca. 23400 
dahon (SDS-PAGE). 

Ein weiterer Vorteil des erfindungsgemaBen Enzyms ist, daB es nahezu frei von Fremd- 
aktivitaten ist. D.h. es konnte gezeigt werden, dafl bezogen auf die Gesamtaktivitat der 
UNG weniger als 2%, in vielen Fallen weniger als 0,1% von fremden Enzymaktivitaten 
enthalten sind. Insbesondere Aktivitaten der folgenden Enzyme konnten nicht festgestellt 
werden: DNasen, Nicking Aktivitat, Einzelstrang-DNasen, RNasen und Exonukleasen. 

Ein weiterer Vorteil des erfindungsgemafien UNG-Enzyms ist seine geringe Hitzebe- 
stflndigkeit. Bei ca. 40°C betragt die Halbwertszeit des Enzyms weniger als 5 Minuten, 
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wahrend einer Lnkubation von ca. 45°C konntc eine Halbwertszeit von ungefahr 2 Minn- 
ten oder weniger, oft von ca. 60 Sekunden oder weniger ermittelt werden. Diese Stabili- 
tatsdaten wurden in Tris/HCl-Puffer (pH-Bereich 8,3 bis 8,9), der dariiber hinaus Magne- 
siumchlorid und Kaliumchlorid enthalt, bestimmt. 

Die erfindungsgem&Be UNG ist zum Nachweis uracilhaltiger DNA bzw. zur Entfemung 
der Base Uracil aus DNA, insbesondere von uracilhaltigen PCR-Produkten geeignet. Die 
UNG wird hierfur in einem zwischen pH 7,5 und pH 9,2 puffemden System vorgelegt. 
Insbesondere haben sich hier solche Puffersysteme als geeignet erwiesen, die dem Fach- 
mann fiir die Anwendung der PCR bekannt sind (Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, 
T., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd edition, Cold Spring Harbor Labora- 
tory Press, 1989). Insbesondere haben sich hier anorganische oder organische Puffer, wie 
beispielsweise Tris-HCI in einem Konzentrationsbereich von 5 bis 100 mM, die zudem 
uber 30 mM Kaliumchlorid und ca. 0,5 bis 3 mM Magnesiumchlorid enthalten, als vor- 
teilhaft erwiesen. Die UNG liegt vorteilhafterweise in einer Konzentration von ca. 5 bis 40 
U/ml, besonders bevorzugt von ca. 20 U/ml vor. Eine lnkubation von ca. eine bis 30 
Minuten bei einer Temperatur von ca. 10°C bis 30°C hat sich in den meisten Fallen fur 
den Abbau von kontaminierender uracilhaltiger DNA als ausreichend erwiesen. An- 
schlieBend wird die UNG inaktiviert, indem zwischen ca. 1 und 10 Minuten, vorteil- 
hafterweise ca. 2 Minuten, auf ca. 95°C erhitzt wird. Als vorteilhaft hat sich dabei er- 
wiesen, dafl die erfindungsgemfiBe UNG nach der Inaktivierung bei langerer lnkubation 
(ca. 4°C) von mehreren Stunden (ca. 4h) keine Restaktivitat aufweist. Diese Eigenschaft 
hat sich als besonders vorteilhaft in der sogenannten "carry-over-prevention"-Methode 
erwiesen, da die bekannten UNGs, wie z.B. das aus E. coli erhaltliche Enzym, weniger 
leicht durch Hitzeeinwi: kung zu inaktivieren sind und somit eine deutlich hohere Rest- 
aktivitat zuriick bleibt. Durch die Anwesenheit einer geringeren Restaktivitat nach der 
Behandlung von DNA beispielsweise PCR-Produkten, mit dem erfindungsgemaflen 
Enzym ist zudem der Vorteil der besseren bzw. langeren Lagerbarkeit verbunden. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Kit (Reagenz) zur Vervielfaltigung 
spezifischer NukleinsSurefragmente, insbesondere zur Durchfuhrung von PCR unter den 
beschriebenen verbesserten cany-over-prevention-Bedingungen. Der Kit enthalt neben 
den konventionellen Nukleotidtriphosphaten das Nukleotidtriphosphat dUTP, eine ther- 
mostabile Polymerase, die erfindungsgemaBe hitzelabile UNG sowie einen geeigneten 
Reaktionspuffer. Im besonderen enthalt dieser Kit die hitzelabile UNG, in einer Konzen- 
tration von 0, 1 bis 5 U/pl Daneben enthalt der Kit die Nukleotidtriphosphate dATP, 
dCTP, dGTP in einer Konzentration von 10 mM sowie das Nukleotidtriphosphat dUTP in 
einer Konzentration von 30 mM. Des weiteren enthalt der Kit einen Puffer zur Durch- 
fuhrung der Dekontamination, Hitzeinaktivierung der UNG und PCR. Dieser Puffer ist im 
schwach-alkalischen Bereich gepuffert, zwischen pH 7,5 und 9,2, vorzugsweise pH 8,3 
bis 8,9. Geeignete Puffersubstanzen sind dabei beispielsweise Tris/HCI 10 mM. Fenier 
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enthalt der PuflFer ca. 10 bis 100 mM KCI (bevorzugt sind 50 mM), MgCl 2 zwischen 1,0 
und 5 mM. Die bevoraigt verwendete Polymerase ist Taq-DNA-Polymerase, isoliert aus 
Thermus aquaticus; die Konzentration betragt 2 bis 10 U/nl, bevorzugt 5 U/|il. 

Zusammenfassend kann somit festgehalten werden, dafl das erfindungsgemafle hitzelabile 
Enzym mit UracU-DNA-Glykosylase-Aktivitat im Vergleich zu bekannten Enzymen 
iiberraschenderweise leichter durch Hitzebehandlung zu inaktivieren ist. Zudem konnte 
gezeigt werden, daB die Verwendung des erfindungsgemaBen Enzyms bei der "carry- 
over-prevention^-Methode eine deutlich geringere Restaktivitat nach Durchfilhrung der 
PCR zeigt. Dies fiihrt zu einer deutlichen Verbesserung bezuglich Quantitat und Qualitat 
des PCR-Produktes; insbesondere da uracilhaltige PCR-Produkte nach der PCR nicht 
aufgrund von Restaktivitat (und/oder Reaktivierung) der UNG degradiert werden. 



Erlauterangen der Abbildungen: 
Abbildung 1 • 

Vergleich Hitzeinaktivierung der UNG aus DSM 1 0239 und E. coli. 
Es wurden jeweils 1 U der UNG aus DSM 10239 und E. coli in 100 \sl PCR-Puffer ver- 
dunnt und bei 40 und 45°C inkubiert. Zu bestimmten Zeiten wurden Proben genommen 
und die verbleibende Restaktivitat bestimmt, 

(40°C) t »(45 0 C): UNG DSM 10239; 
-A- (40°C), -□- (45°C): UNG E. coli). 

Abbildunp 2A: 

Bestimmung der Restaktivitat von UNG nach Inaktivierung und PCR. 
Es wurden jeweils 2 U der UNG aus DSM 10239 sowie aus E. coli zu einem PCR-Ansatz 
zugegeben. Danach wurde die UNG fiir 2 min bei 95°C inaktiviert. AnschlieDend wurde 
die PCR (Amplifikation mit einem 103 Basenpaare langen Fragment) durchgefiihrt. Nach 
der PCR wurde die Probe auf 4°C abgekuhlt. Die Spuren A 1-4 zeigen den Versuch des 
Ansatzes fur die UNG aus DSM 10239. Die Spuren B 1-4 zeigen den entsprechenden 
Versuch fur die UNG aus E. coli, die Spuren C 1-4 die Kontrollansatze ohne UNG. Die 
Spuren Al, Bl, CI zeigen die Probe fiir eine Inkubationszeit T = 0; die Spuren A2, B2, 
C2 die Probe nach einer Inkubationszeit T = 1 h; die Spuren A3, B3, C3 nach 4 h 
Inkubation und die Spuren A4, B4, C4 nach 16 h Inkubation. Nach 16 h zeigen sich bei 
beiden UNGs Abbauprodukte des PCR-Produktes. Bei der UNG aus E. coli ist das 
Auftreten solcher Abbauprodukte bereits zur Zeit T = 0 zu beobachten. Die Spuren D und 
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E zeigen den Verlauf des Abbaus der PCR-Produkte bei Zugabe der UNG aus DSM 
1 0239 (Spur D) und E. coli (Spur E) nach der PCR. 

Abbildung 2B: 

Versuchsanordnung wie in Abb. 2A; die Inaktivieruhgszeit-der UNG betrug jedoch 10 
min bei 95°C. Die Spuren A, B entsprechen den Spuren A, B der Abb. 2A. Es ist deutlich 
zu erkennen, daB die UNG aus DSM 1 0239 im Bereich zwischen T = 0 und T = 4 h kei- 
neriei Abbauprodukte des PCR-Fragmentes aufweist. 



Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung weiter: 
Beispiel 1: 

Reinigung der hitzelabilen Uracil-DNA-Glvkosvtase 
Definition der Enzymeinheiten: 

1 U ist definiert als die Menge von Uracil-DNA-Glykosylase, die bendtigt wird, um 1 \xg 
Einzelstrang uracilhaltige DNA (Bakteriophage Ml 3, gewachsen in E. coli CJ236 DUT 
negativ, UNG negativ) bei 37°C in 60 min vollsttadig abzubauen. 

Testvolumen: 50 nl, Konzentration 60 mM Tris/HCi, pH 8/,0; 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 
0,1 mg/mlBSA. 

Nach Inkubation fur 60 min bei 37°C werden 16,5 pd 0,6 M NaOH zugegeben, fiir 5 min 
bei 37°C inkubiert, danach auf Eis abgestoppt und anschlieflend 16,5 yd 0,6 M HC1 zuge- 
geben. Die Auswertung erfolgt auf einem 1% igen AgarosegeL 

Reinigung: 

Die Reinigung der Uracil-DNA-Glykosylase erfolgt bei 4°C. Das hier beschriebene Ver- 
fahren bezieht sich auf die Reinigung der Uracil-Glykosylase aus DSM 10239. 
Das Reinigungsverfahren umfafit folgende Schritte: 

AufschluO der Zellen in einer Hochdruckpresse, Polymin-Fallung zur Abtrennung der 
DNA, Reinigung der UNG durch Chromatographic an HA-Ultrogel, Anionenaustausch- 
chromatographie (Q-Sepharose ff high load) und hydrophobe Interaktionschromatogra- 
phie (Phenyl-Sepharose S). 
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Ldsungen: 



Puffer 1 : 



10 mM Kaliumphosphat, pH 7,5, 1 mM B-Mercaptoethanol 



Puffer 2: 



10 mM Tris/HCI, pH 8,0/4°C, 1 mM B-Mercaptoethanol 



Puffer 3: 



100 mM Kaliumphosphat, pH 6,0, 1 M Ammoniumsulfat, 1 mM B-Mer- 
captoethanol 



Puffer 4: 



100 mM Kaliumphosphat, pH 6,0, 10% Glycerin, 1 mM B-Mercaptoetha- 
nol 



Lagerpuffer: 50 mM Hepes/KOH, pH 8,0, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 300 mM NaCl, 
50% Glycerin 



40 g Biomasse (Trockengewicht) werden mit 400 ml Puffer 1 versetzt, aufgetaut und 
suspendiert. Die Suspension wird mit 100 mg Lysozym versetzt und fur 30 min bei 4°C 
geriihrt. AnschlieBend erfolgt der Aufschlufl der Zellen in einer Hochdruckpresse in zwei 
DurchgSngen. Der Druck betragt dabei 550 kg/cm 2 . Der AufschluBgrad betr&gt unter 
diesen Bedingungen ublicherweise 20-30%. 

AnschlieBend erfolgt eine Polyminfallung: 10 ml 10%ige Polymin-P-Losung werden 
tropfenweise zugegeben. Falls die FMllung nicht vollsttadig ist, erfolgt eine weitere 
Polymin-Zugabe in je 2 ml-Schritten. Nach beendeter Titration wird das Prazipitat ca. 30 
min bei 4°C stehen gelassen. AnschlieBend wird die Suspension fiir 30 min bei 13.000 x g 
bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand der Zentrifiigation wird insgesamt gegen 5x 5 Liter 
Puffer 1 dialysiert (Dauer 16 h). Das Dialysat wird auf eine mit Puffer 1 aquilibrierte HA- 
Ultrogelsaule (2,6 x 10 cm) aufgezogen und mit ca. 500 ml Puffer 1 gewaschen. 
AnschlieBend wird das Enzym mit einem linearen Gradienten aus Puffer 1 und Puffer 1 + 
1 M Kaliumphosphat pH 7,5 in einem Gesamtvolumen von 1,5 1 eluiert. 

Die FlieBgeschwindigkeit betragt 5 ml pro Minute, die FraktionsgroBe 10 ml pro Frak- 
tion. 

Das Enzym eluiert zwischen 50 und 150 mM Kaliumphosphat. Die gepoolten L&sungen 
werden gegen 4x2 Liter Puffer 2 diaiyisert. Die dialysierte Losung wird auf eine mit 
Puffer 2 aquilibrierte Q-Sepharose ff-high load (2,6 x 10 cm) aufgezogen und mit ca. 500 
ml Puffer 2 die S&ule gewaschen. 
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AnschlieBend wir das Enzym mit einem linearen Gradienten aus PuflFer 2 und Puffer 2 + 1 
M NaCl in einem Gesamtvolumen von 1,5 Liter eluierL FlieBgeschwindigkeit betragt ca. 
10,0 ml/min, die FraktionsgroBe 10 ml. 

Das Enzym eluiert zwischen 200 und 300 mM NaCl-Konzentration : 

Zu den gepoolten Fraktionen wird festes Ammoniumsulfat bis zu einer Endkonzentration 
von 1,3 M unter Riihren bei 4°C zugegeben und geldst. Diese Losung wird auf eine mit 
Puffer 3 aquilibrieite Phenylsepharose ff-Saule (1,6 x 10 cm) geladen. Nach Waschen mit 
ca. 200 ml Puffer 3 wird das Enzym mit einem linearen Gradienten aus Puffer 3 und 
Puffer 4 in einem Volumen von 100 ml eluiert. Die FlieBgeschwindigkeit betragt ca. 2,5 
ml pro min, die FraktionsgroBe 4 ml. Die aktiven Fraktionen werden vereinigt und gegen 
Lagerpuffer dialysiert. Die gereinigte UNG ist zwischen +4°C und -20°C in Lagerpuffer 
stabil. 

Die beschriebene Methode Iiefert eine ca. 23,4 kda groBe Uracil-DNA-Glykosylase mit 
einem Reinheitsgrad von mindestens 95 % (8-25% SDS-PAGE, Phastgel von Pharmacia, 
Phastgelsystem) und einer spezifischen Aktivitat von mindestens 5 x 10 4 Units/mg 
(Proteinbestimmung nach Coomassie) . Das Enzym ist zudem frei von kontaminierenden 
Fremdaktivitaten (Nicking-Aktivit&t, Exonuklease und Endonuklease). 

Bestimmung von kontaminierenden Fremdaktivitaten: 

Der Test auf das Vorhandensein von kontaminierenden Fremdenzymaktivitaten wurde in 
einer Losung bestehend aus 10 mM Tris-HCl, pH 7,5, 10 mM MgCl 2 , 1 mM DTE durch- 
ge&hrt. Die einzelnen Enzymfraktionen (20 pj) wurden mit den entsprechenden Nu- 
kleinsauren inkubiert. Sogenannte Nicking-Aktivitat wurde durch Inkubation von 1 \ig 
pBR322 fur 16 Stunden bei 37°C bestimmt. Einzel- und doppelstrangige Nukleasen 
wurden unter Verwendung von M13mp9-ss DNA und entsprechend von >7Eco RI, 
Hindll getestet; die Inkubation erfolgte bei 37°C fur 16 Stunden. Die Abwesenheit von 
RNasen wurde getestet durch Inkubieren der Proben mit 5 ng MS 2 RNA fiir 1 Stunde 
bei 37°C. Fur den Test auf Exonukleasen wurden die Proben mit 1 jig [3H]-gelabelter 
DNA 4 Stunden bei 37°C inkubiert und die freigesetzten [3H]-markierten Nukleotide be- 
stimmt. 
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Beispiel 2: 

Hitzelabilitat der UNG 

Die Hitzelabiltat (Hitzeinaktivierbarkeit) der UNG aus DSM 10239 wurde mit einem ra- 
dioaktiven Test system bestimmt. 

Zu diesem Zweck wurde ein radioaktives Testsubstrat iiber Random primed labeling her- 
gestellt. 5 ml Reaktionsvolumen enthielten: 2,5 mg Kalbsthymus-DNA, je 0,5 jiM dCTP, 
dATP, dGTP, 2,6 nM H3-dUTP, 23 nM dUTP, 1 ml Hexanukleotidmix (62,5 OD/ml) 
und 5 KU Klenow-Fragment. Der Reaktionsansatz wurde 1 h bei 37°C inkubiert. Nicht 
eingebaute Nukieotide wurden durch Chromatographie an Sephadex G50 (2,5 x 10 cm) 
abgetrennt (Sephadex G50, fcquilibriert in 10 mM Tris/HCl, pH 8,0/4°C). Die Fraktionen, 
die markierte DNA enthielten, wurden gesammelt und durch Lyophilisation eingeengt. 



Durchfuhrung des Testes: 

Der Testansatz (50 pi) enthielt 5 jxl der markierten Kalbsthymus-DNA (10.000 cpm ent- 
spricht 0,82 pMol H3-Uracil), 60 mM Tris/HCI, pH 8,0, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0,1 
mg/ml BSA. Nach Zugabe von UNG in einer geeigneten Verdtmnung wurde der Reak- 
tionsansatz Sir 10 min bei 37°C inkubiert. 

AnschlieBend wurde auf Eis abgestoppt, 100 pi Fallungs-DNA (1 mg/ml) zugegeben und 
300 \il 10%ige Trichloressigsaure (TCA) zugegeben. Nach 10 min Inkubation auf Eis 
(4°C) wurde fiir 5 min in einer Tischzentrifuge zentrifiigiert, 400 |jj des Uberstandes 
wurden zur Z&hlung in einem Szintillationszahler venvendet. 

Im Rahmen der H carry-over-prevention' , -Methode wird UNG in einem fiir PCR geeigne- 
ten Puffer verwendet. Die Inaktivierungskinetik der erfindungsgem&fien UNG wurde des- 
halb in einem fiir PCR geeigneten Puffer durchgefuhrt. Der PCR-Puffer enthielt 10 mM 
Tris^ICl, pH 8,3, 1,5 mM MgCl 2 , 50 mM KCI. 

1 U UNG wurde in 100 pJ PCR-Puffer verdunnt und bei unterschiedlichen Temperatti'en 
inkubiert. Zu bestimmten Zeiten wurden Proben genommen und die verbleibende Res 
aktivitat mit dera oben beschriebenen Testsystem bestimmt (Tabelle 1). Dabei wurde: r 
die erfindungsgemaCe UNG folgende Halbwertszeiten ermittelt: 0,5 min bei 45°C, 2 
bei 40°C (Abb. 1). Fiir die UNG aus E. coli wurden unter entsprechenden Bedingun^ 
folgende Halbwertszeiten ermittelt: 8 min bei 45°C und 27 mm bei 40°C 
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Tabelle 1: 









:{4O?Q)0\^?^^< 




0 


100% 


100% 


100% 


100% 


2 


82% 


3% 


89% 


65% — - 


5 


12% 




82% 


45% 


10 


2% 




76% 


42% 


20 










30 






50% 


10% 


60 






18% 


2% 



Beispiel 3: 

Restaktivitat der erfindungsgem&Ben UNG nach Inaktivierung und PCR 

Das im folgenden beschriebene System dient zum Nachweis von Restaktivitaten an UNG 
nach Hitzeinaktivierung und anschlieBender PCR. Dabei wird der Abbau eines uracilhal- 
tigen PCR-Produkts verfolgt. Die Detection des PCR-Produkts erfolgt uber den Nach- 
weis einer eingebauten Digoxigenin (DIG)-Markierung. Diese Markierung wurde durch 
Verwendung eines am S'-Ende DIG-markierten Primers in der PCR vorgenommen; der 
zweite Primer tr&gt keine Markierung. Der Abbau des uracilhaltigen PCR-Produkts er- 
folgt durch den Nachweis der Abbauprodukte. Die Abbauprodukte werden dabei uber ein 
Sequenzgel aufgetrennt und die DIG-Markierung uber ein Anti-DIG/Chemoluminescenz- 
System detektiert. 

Es wurde eine 103 Basenpaare lange Sequenz aus dem Multiple Cloning Site des pUC 1 8- 
Vectors amplifiziert. Als Primer wurden dazu der pUC-sequencing, 5-Digoxigenin- 
markierte Primer (Sequenz: 5'-DIG-d[GTAAAACGA CGGCCAGTJ-3' sowie der pUC- 
reverse sequencing primer (Sequenz: d[CAGGAAAC AGCTATGAC]-3' verwendet. 100 
Mi des Ansatzes enthielten PCR-Puffer mit 10 mM Tris/CCl, pH 8,3, 50 mM KCl 1,5 mM 
MgCl 2 ; je 200 mM der Nukleotide dATP, dCTP, dGTP sowie 600 |oM dUTP, 2,5 U Taq- 
DNA-Polymerase, 1 ng pUC18-DNA/Pst 1, 2 U UNG sowie je 1 nM der beiden Primer. 
Danach werden die Proben in einen Thermocycler (z.B. Perkin Elmer 9600) uberfuhrt. 
Die Hitzeinaktivierung der UNG erfolgt innerhalb von 2-10 min bei 95°C. AnschlieBend 
wird die PCR zur Amplifikation des 103 Basenpaare-Fragments durchgefuhrt. Die PCR 
besteht aus 25 Zyklen a 1 min bei 94*C, lmin bei 50 6 C sowie 3 min bei 72°C. Danach 
wird die Probe bei 4°C aufbewahrt und zu geeigneten Zeitpunkten Proben entnommen, 
um den Abbau des PCR-Produkts nachzuweisen. 20 fxl der entsprechenden Probe werden 
mit 5 jil 0,6 M NaOH versetzt, fur 5 min bei 37°C inkubiert, danach auf Eis abgestoppt 
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und anschlieOend 5 0,6 M HC1 sowie 4 (il Formamid-Stopper-Losung zugegeben. 
AnschlieBend werden die Proben 3 min bei 95°C erhitzt, um Einzelstrange zu erhalten. 

1,5 yil der Probe werden auf ein 8%iges Sequenzgel aufgetragen und getrennt (Laufzeit 
50 min bei 2500 V, 26 mA). Die anschlieflende Detektion des DIG-markierten PCR-Pro- 
dukts sowie der DIG-markierten Abbauprodukte erfolgte nach dem Protokoll des DIG 
Taq DNA Sequencing Kit (Boehringer Mannheim) und des DIG-Lumineszenz-Detektion- 
Kit (Boehringer Mannheim). 

Abb. 2A zeigt die Auswertung eines solchen Experiments. Dabei wurden die PCR- 
Ansatze bet 4°C aufgewahrt und nach 0h,lh,4h,16 h jeweils Proben entnommen. 

Im Vergleich zu der UNG aus DSM 10239 (Spur A 1-4) wurde die UNG aus E. coli 
(Spur B 1-4) eingesetzt. Als KontroIIe diente ein Ansatz ohne UNG (Spur C 1-4). Im 
Gegensatz zur E. coli-UNG treten bei der erfindungsgemaBen UNG in den Zeiten 0 bis 4 
h nahezu keine Abbauprodukte auf. Bei einer Hitzeinaktivierung fur 2 Minuten bei 95°C 
zeigt die erfindungsgem&Be UNG somit einen deutiichen Vorteil gegeniiber der UNG aus 
E. coli (Abb. 2 A). Die minimale verbleibende Aktivitat der erfindungsgemaBen UNG kann 
durch eine Verlangerung des Inaktivierungsschrittes (z.B 10 min bei 95°C) weiter 
gesenkt werden (Abb. 2B). 
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FOR DIE ZWECKE VON PATE>TVERFAHREN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Boehringer Mannheim GmbH 
Sandhofer Str. 116 

68305 Mannheim 



EMPFANGSBESTAT1GUNG BEI ERSTHINTERLEGUNG. 
a mgett elli gemlfl Rcgel 7.1 von dcr unten angegcbcncn 
INTERN ATT ON ALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



I. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 



Vom HXNTERLEGER zugeiedtes Bezugszeichen: 
BMTU 3346 



Von dcr INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteUtc EINGANGSNUMMER: 

DSM 1023 9 



IL WISSENSCHAFnJCHE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG 



Mil den wiser I. bczckhnetea Mikroorginismus wurde 

(X ) cine wmenschiftJiche Bcschrelbung 

<X ) cine vorgcschfagcnc uxonomtsche Bczetchmmg 

do guuulit. 

(ZtnrerTendes ankrcuzcti). 



HI. EINGANG UND ANNAHME 



Diese mteraationak Hartategangsstclle ntmznt den unter I bezcichneten Mikroorgmnismui an. dcr bci thr am 1995-09-06 (Datum dcr 
EratWmertefung) 1 cingefaft£CB in. 



IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 



Dcr muer I bezctchncte M&roorganismus kst bci dieser Intemationilen HmterlcgungssieDc am etngcgangen (Datum dcr Ersi- 
haxertefong) und cm Amxag xaf Umwandlung dieser EnthintttTiegung in einc Hintcriegung gem IB Budapcjtcr Vertrag in am 
emtegangen (Datum des Eingangs des Aniragi auf UrrmtndJung). 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



DSM- DEUTSCHE SAMMLUNG VON 
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 



Anscnrin: Maschcrodcr Weg lb 
DOS 124 Braunschweig 



Unterschriftfen) dcr rur Vertrctung dcr mlcmationalen KinterfegimgssteUe 
befugten Pcnon(cn) odcr dc* (dcr) von ihr ermichtigten Bedieiuteten: 



Danrra: 1995-09-08 



* FaJb Rcf el 6.4 Bochitabc d xutriftl bl dies dcr ZcitpunfcL zu dem dcr Statu eincr mienuikmaJen Hiniertegungsstcilc erworben 
FormbUa DSM-BP74 (etnzige Scitc) 07/94 
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BUDAPE5TER VERTRAO OBER DIE INTERNATIONAL! 
->JERKENNUNG DER HINTERLEG'JNG VON Mi:tROO:iGANl*,lEK 
FOR DIE ZWECXE VON PATT NTVERf- AHPEX 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Boehringer Mannheim GmbH 
Sandhofer Str. 116 

68305 Mannheim 



LEBENSFAH1GKETTSBESCHEINIGUNG 

caagestellt cem&fi Repel 102 von der tmten an C c B cb«aai 

INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



I. WNTERLEGER 


II. KENNZEICKNUNG DES M1KROORCANISMUS 


Homt: Boehringer Mannheim GmbH 
Sandhofer Str. 116 

AnschriB: 

68305 Mannheim 


Von der fNTERNATIONALEN WNTERLECUNGSSTELLE 
zugctriltc EINGANGSNUMMER; 
Dsn 10239 

Datum der Himerfcrgung Oder WcittrtecaaB 1 : 

1995-09-06 



til LEBEMSFAHIGKErrSBESCHEINIGUNG 



Db Lefcensfiihigkch des uncer IJ senennten Mitaoorgantsmus istom 1995 -09-06 1 jwproa wontm 
Za d frorm ZcUpnnkt war der Miicrccjtjonisrwu 

(X)' lebensfchig 

( )' nicht mehr tcbzmftihig 



IV BEDINCUNGEN, UNTER DENEN DIE LEBENSFAWGKEITSPROFUNG DURCHGEFOHRT WORDEN 1ST 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: DSM-DEUT5CHE SAMMLUNG VON 

MDCROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Anschrift: Masehcrodcr Weg lb 
D-38I24 Bmrnsdroeig 



UnienchrifUen) der zur Vertretuns inienuuioralcn Haiiertcgungsstdte 
befugttn Pcrson<cn) oder des (der) von ihr ermachtigien Bcdtemeten: 

Dam: 1995-09-08 



Angobt de* Dctonoder Emhmteriegtmg. Wenn einc emeute Hintcrlesunr? oder em* u/,;wi.;*, « 

der jet** tea™ «„„ Hinttrte^ng Oder WeiterlW g B «A**«n» vonj^ommto worta, i, t Aagab* des Dcum, 

Zu^J^t^^^ ° " * VOr8t * tenen Ffllle " A"*** *f UbensfUhigkeibprofang. 

AmftUloi. wan die An B ctoi benmrop worden iind und tro, die Ergcbniue der PrUftmg negniiv wnren. 



Fumbles DSM-BP/9 (einzioe Sehe) 07/94 
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Patentanspruche 

1 . Thermoiabiles Enzym mit Uracil-DNA-Glykosylase-Aktivitat erhaltlich aus Gramm- 
positiven Mikroorganismen mit einem Reinheitsgrad von mindestens 95% (SDS-Gel) 
und Halbwertszeiten von weniger als 5 Minuten bei ca. 40°C und weniger als 2 
Minuten bei ca. 45°C. 

2. Enzym nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daO der Gehalt an kontaminieren- 
den FremdakthitSten kleiner als 2% ist und die spezifische Aktivitat mindestens 5 x 
10 4 U/mg Protein betragt. 

3. Enzym nach Anspruch 1 oder 2 erhaltlich aus Mikroorganismen der Gattung Ar- 
throbacter oder Micrococcus. 

4. Enzym nach einem der Anspriiche 1, 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dafl das En- 
zym aus dem Stamm DSM 10239 isoliert wird. 

5. Stabilisierte Losung des thermolabilen Enzyms mit Uracil-DNA-Glykosylase-Akti- 
vitat nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dafi das Enzym in einer Mi- 
schung bestehend aus 10 bis 250 mM einer im schwach alkalischen Bereich puffern- 
der Substanz, 0, 1 bis 5 mM eines Komplexbildners, 0,5 bis 5 mM eines SH-Gruppen 
stabilisierenden Agenzes, mindestens 1 00 mM Natriumchlorid, 45 bis 55% (v/v) 
Glycerin und gegebenenfalls 0,1 bis 5,0 mg/ml Rinderserumalbumin enthalten ist. 

6. Stabilisierte Enzymlosung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafl ca. 50 mM 
Hepes/KOH, pH 8,0, ca. 1 mM EDTA, ca. 1 mM Dithiothreithol, ca. 300 mM 
Natriumchlorid und ca. 50% (v/v) Glycerin enthalten sind. 

7. Verfahren zur Gewinnung eines thermolabilen Enzyms mit Uracil-DNA-Glykosylase- 
Aktivitat und einer Halbwertszeit von weniger als 5 Minuten bei ca. 40°C und einer 
Halbwertszeit von weniger als 2 Minuten bei ca. 45°C aus Gramm-positiven 
Mikroorganismen, dadurch gekennzeichnet, dafl nach Aufschlufl der Zellen und 
Abtrennung von DNA eine Hydroxyapatit-Chromatographie, eine Anionenaus- 
tauschchromatographie und eine hydrophobe Chromatographic ausgefuhrt wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dafl die DNA- Abtrennung 
durch Poiymin-Fallung erfolgt. 
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9. Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, dafl die Anionenaus- 
tauschchromatographie an Q-Sepharose fF(high load) erfolgt. 

10. Verfahren nach Anspruch 7, 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, dafl der hydrophobe 
Chromatographieschritt an Phenyl-Sepharose ff erfolgt. 

1 1 . Verfehren nach Anspruch 7, 8, 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, dafl der Gramm- 
positive Mikroorganismus DSM 10239 verwendet wird. 

12. Verwendung eines thennolabilen Enzyms mit Uracil-DNA-Glykosylase-Aktivitat 
nach einem der Anspriiche 1 bis 6 zum Nachweis uracilhaltiger DNA bzw. zur Ent- 
femung der Base Uracil aus DNA, dadurch gekennzeichnet, daB eine Mischung mit 
uracilhaltiger DNA mit dem Enzym ca. eine Minute bis 30 Minuten bei einer Tern- 
peratur von ca. 10°C bis 30°C inkubiert und ca. 1 bis 10 Minuten auf ca. 95°C erhitzt 
wird. 

13. Verwendung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei der uracil- 
haltigen DNA um spezifisch amplifizierte DNA handelt. 

14. Verwendung nach Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet, daB bei Inkubation 
zwischen ca. 30 Sekunden und vier Stunden bei ca. 4°C keine Aktivitat von Uracil- 
DNA-Glykosylase mehr feststellbar ist. 

15. Kit zur Vervielf&ltigung von spezifischen Nukleinsauren bzw. entsprechender Frag- 
mente, dadurch gekennzeichnet, daB folgende Komponenten enthalten sind: 

(a) ein thermolabiles Enzym gemaB einem der Anspriiche 1 bis 4 in einem geeigneten 
LagerpufFer, 

(b) die Nukleotidtriphosphate dATP, dCTP, dGTP und dUTP, 

(c) eine thermostabile DNA-Polym erase und 

(d) einen im pH-Bereich von 7,5 bis 9,2 puflfernde Substanz (Reaktionspuffer). 

16. Kit nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dafl das thermolabile Enzym in einer 
Konzentration von ca. 0,1 bis 5,0 U/jil vorliegt. 



17. Kit nach Anspruch 15 oder 16, dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleotidtriphos- 
phate dATP, dCTP und dGTP jeweils ca. ein Drittel der Konzentration von dUTP 
ausmachen. 
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18. Kit nach einem der Anspniche IS bis 17, dadurch gekennzeichnet, dafi ca. 2 bis 10 
U/^il (Endkonzentration) der thermostabilen DNA-Polymerase voriiegt. 

19. Kit nach einem der Anspniche IS bis 19, dadurch gekennzeichnet, dafi der Reak- 
Jionspuffer auBerdem ca. 10 bis 100 mM Kaliumchlorid und/oder ca. 1,0 bis 5,0 mM 

Magnesiumchlorid enth&lt. 
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